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Resumen
El bitter pit se caracteriza por unas manchas de aspecto acorchado y color parduzco. Se cree que el
oscurecimiento de estas manchas es el resultado de la actividad de las enzimas peroxidasa y polifenol
oxidasa (PPO). En este trabajo se pretende estudiar la actividad de la enzima polifenol oxidasa en tejidos
de manzana afectados por bitter pit y sanos. Para ello se han utilizados tres metodologías: la primera de
ellas es una técnica rápida de tinción que revela visualmente la actividad enzimática directamente en un
corte del fruto; en segundo lugar, a través de medidas de actividad en cada uno de los tejidos y, por
último, separando las distintas isoenzimas PPO mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Los
resultados obtenidos por las tres técnicas demuestran claramente que mientras el tejido sano apenas
muestra actividad PPO, en las zonas con bitter pit se detecta la presencia activa de varias isoenzimas de
esta familia que producen una capacidad de oxidación de especies fenólicas muy alta.
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Introducción
El bitter pit o mancha amarga es una desorganización celular que se manifiesta como pequeñas áreas
inicialmente incoloras y acorchadas, que van adquiriendo un color parduzco característico. Es una
fisiopatía que ocasiona grandes pérdidas en la producción de manzanas, por la depreciación comercial que
origina el desarrollo de este desorden, generalmente, durante el almacenamiento.
El oscurecimiento de dichas manchas es el resultado de la actividad de las enzimas peroxidasas y
polifenol oxidasas. La polifenol oxidasa (PPO; EC 1.10.3.1) proteína simple con un peso molecular de 26
kDa, es una Cu-oxidasa bifuncional con actividad catecolasa y cresolasa que cataliza la oxidación de
fenoles a ortoquinonas. Éstas son muy reactivas y se polimerizan dando lugar a pigmentos melaninosos
de color marrón oscuro (Nicolas et al., 1994). Bar-Nun y Mayer (1983) sugieren que la PPO es
únicamente una enzima plastidial en plantas superiores, localizada principalmente en la membrana
tilacoidal de los cloroplastos. Sin embargo, algunos autores manifiestan que la PPO se puede encontrar en
fracciones mitocondriales o que es fácilmente soluble (sin asociarse con la membrana) en el citoplasma
(Mayer, y Harel, 1991). En manzanos se localiza en ambos orgánulos (cloroplastos y mitocondrias),
donde puede estar débilmente unido a la membrana, y a la fase celular soluble. Como en otros frutos, la
actividad de la fracción PPO fácilmente soluble aumenta durante la maduración del fruto (Barret et al.,
1991). Se ha propuesto que la PPO se solubiliza en los plastidios y es liberada al citoplasma donde la
enzima permanece en solución o asociada con la pared celular.
El estudio de la polifenol oxidasa en frutos sanos y afectados por bitter pit, mediante técnicas de
detección visual, medidas de actividad y caracterización isoenzimática podría ayudarnos a dilucidar las
causas que originan dicha fisiopatía, objetivo prioritario de nuestra investigación.
Material y Métodos
El material vegetal consistió en manzanas tipo Golden, sanas y afectadas por bitter pit, que
permanecieron en cámara de frío convencional hasta su análisis.
Detección visual
Se utilizaron un total de 30 frutos por ensayo, 15 de los cuales estaban afectados por bitter pit y el
resto sanos como control. Antes de realizar la tinción, los frutos se mantuvieron a temperatura ambiente
durante al menos 1 hora. Como reactivo colorimétrico se utilizó p-fenilendiamina y como sustrato de la
reacción enzimática una solución de catecol 0,03 M en tampón acetato (0,1 M) a pH 4,2. Se realizaron
distintos cortes transversales en un mismo fruto y se pusieron en contacto la superficie de éstos con un
papel de filtro impregnado en la solución anteriormente descrita.
Medidas de actividad
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La extracción de proteínas, se realizó utilizando un buffer fosfato 0,2 M pH=7 que contiene tritón X-
100 como agente solubilizante y PVP para evitar la formación de o-quinonas. Además, se añade ácido
ascórbico como agente reductor. La actividad enzimática se determina por la variación de absorbancia a
420 nm de una solución compuesta por: catecol 0,1M como sustrato y una alícuota del extracto
enzimático. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente y con luz tenue para evitar la
descomposición del catecol. La actividad enzimática se expresa en unidades de absorbancia por tiempo y
cantidad de proteína (U abs/min mg prot)
Caracterización isoenzimática
El procedimiento de extracción de proteínas fue el del apartado anterior. La separación isoenzimática
se realizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) no desnaturalizante. El gel estaba
formado por dos capas (concentración y resolución) con diferente concentración de acrilamida (5 y 12%).
La electroforesis se desarrolló a 100 V durante aproximadamente 2 horas a 4ºC. El tampón de electrodo
utilizado fue Tris-Glicina a pH 8,3. Para revelar la actividad de las enzimas, el gel se incuba a 37ºC en
una solución de acetato de sodio 0,1 M a pH 4,2 que contienen catecol y p-fenilendiamina. El conjunto se
mantiene en oscuridad durante el tiempo suficiente para que se manifieste color en las bandas.
Resultados y Discusión
En 1992, Rodriguez y Ruiz, pusieron a punto una serie de técnicas rápidas para detectar
magulladuras en peras y manzanas, que permiten la observación macroscópica del daño antes de que sea
visible por el proceso natural. Recientemente se ha desarrollado en nuestro laboratorio un método de
tinción de secciones de fruto que revela visualmente la actividad de esta enzima. Se observa en la Figura
1 cómo las zonas de bitter pit se colorean más fuertemente que el resto de tejidos indicando la mayor
velocidad de oxidación de compuestos fenólicos en las áreas afectadas.
Figura 1: Tinción selectiva de Polifenoloxidasa (PPO) en superficies de fruto. (A)
sección de fruto afectado por bitter pit, (B) el mismo corte teñido específicamente
para PPO.
En la Figura 2, se representa la actividad enzimática de la PPO analizada en tres tejidos de fruto:
zona afectada por bitter pit, zona adyacente a la fisiopatía y manzana sana como control. Se observa que
la zona afectada por bitter pit tiene mayor actividad enzimática que la adyacente y la de control,
presentando esta última la actividad más baja. Estos resultados que confirman lo observado en la Figura
1, podrían indicar que cuando alguna zona del fruto sufre un estrés y se produce el típico tejido corchoso,
aumenta la velocidad de oxidación de los compuestos fenólicos, lo que se traduce en una mayor actividad
de la enzima PPO en las áreas afectadas (Vaughn y Duke 1984). Lo que está de acuerdo con lo descrito
por ciertos algunos autores que, estudiando otros tipos de lesiones, encuentran que la actividad PPO se
potencia, por la rápida formación de las quinonas producidas en las magulladuras (Butt, 1980; Mayer y
Harel, 1979), y también conforme avanzan los procesos de maduración y senescencia del fruto (Meyer y
Biehl, 1981).
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Figura 2: Actividad catecol oxidasa en tres tejidos de manzana. Los datos se expresan como
el valor medio de la actividad. La barra de error corresponde a dos veces el
error típico.
La tercera metodología utilizada para revelar la actividad PPO fue la electroforesis en gel de
poliacrilamida no desnaturalziante. La Figura 3, de nuevo corrobora que, en el tejido afectado por bitter
pit existe mayor actividad que en el resto de los analizados. Como ya se ha expuesto previamente (Bar-
Nun y Mayer, 1983), la PPO se compartimenta en los plastidios, mientras que las sustancias fenólicas lo
hacen en las vacuolas (Vaughn y Duke, 1984; Vaugh et al., 1988). La ausencia de bandas en el tejido sano
indica que la acción de la PPO únicamente tiene lugar cuando se deteriora esta compartimentación tras
producirse la lesión (Mazzafera y Robison, 2000).
Figura 3: Caracterización isoenzimática de la PPO en tres
tipos de tejidos de manzana
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A pesar de la escasa bibliografía existente en torno al análisis enzimático de PPO en fruto de
manzano, queda demostrado que los tejidos afectados por bitter pit manifiestan mayor actividad de la
enzima que los sanos, lo que podría indicar que la PPO juega un papel importante en el sistema de
supervivencia de la planta.
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Introduction
Plant peroxidases (EC 1.11.1.7) are enzymes that reduce hydrogene peroxide (H2O2) by taking electrons
to various donor molecules, such as phenolics, lignin monomers, or other molecules. In Arabidopsis, the
class III peroxidases or secreted plant peroxidases are a multigenic family containing 73 isoenzymes
probably implicated in various activities correlated to the substrates diversity.
The multigenic families in plants are numerous and probably du to the duplications of individual genes or
chromosomal segments (Lynch and Conery, 2000). The recent availability of the complete sequence of
Arabidopsis thaliana genome allows now the exhaustive inventory of all the genes belonging to a
particular multigenic family. This has been achieved for example for expansins (Li et al., 2002), UDP-
glucosyl transferases (Li et al., 2001), ABC proteins (Sánchez Fernández et al., 2001), or peroxidases
(Tognolli et al., 2002). The degree of homology between the various members is quite variable and it is
often higher among orthologues found in different plant species than among the paralogues found in a
single plant. This suggests that the duplication events occurred before the species divergence. For
peroxidases, the promoter regions reveal a great diversity of sequences, which suggests that the
expression of each peroxidase gene has its own regulation profile. It is now possible to identify in silico
many cis-regulatory elements by using specific programs such as PLACE (Higo et al., 1999) or PLANT
CARE (Lescot et al., 2002).
Among this family, one isoforme, Atprxr1ge or P42 is a good candidate to study for two major reasons:
this gene is highly expressed in the different organs (flowers, stems, leaves and roots) and its shows no
close homologous which prevent redundant activity. This gene will allow us to study the putative function
of a peroxidase and its cellular localization.
To investigate in vivo the role of this peroxidase, we are generating transgenic Arabidopsis plants
carrying a sequence encoding a double-stranded RNA corresponding to the whole coding region of P42,
with the purpose of reducing or suppressing the mRNA expression. And then, obtain a mutant with a
visible phenotype. Furthermore, the cellular targeting and the expression of the protein in planta have be
analyzed with two constructions containing the GFP sequence: respectively 35S::P42-GFP and P42
prom::P42-GFP.
